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1.1.  一酸化窒素シグナル伝達経路における新規メディエーター 8-ニトロ cGMP 
1.1.1  一酸化窒素伝達経路と 8-ニトロ cGMP 生成 
	 一酸化窒素（nitric oxide: NO）は生体内でシグナル伝達分子として働いており、血管平滑筋弛緩による血
圧降下、血小板凝集抑制 1)、白血球接着調節 2)など、多様な役割を果たしている。NO合成酵素（nitric oxide 
synthase: NOS）による L-アルギニンの酸化的分解により生成した NO は、可溶性グアニル酸シクラーゼ
（ soluble guanylate cyclase: sGC）を活性化し、環状グアノシン一リン酸  （ cyclic guanosine 
monophosphate: cGMP）cGMPの産生を促進して、これに依存的な経路でシグナルを伝達する。一方でNO
は活性酸素種 （reactive oxygen species: ROS）と反応して活性酸化窒素種（reactive nitrogen oxide species: 
RNOS）となり、生体分子を修飾することでシグナルを伝達する。 




1.1.2.  8-ニトロ cGMP によるタンパク質システイン残基の修飾: S-グアニル化反応 
	 タンパク質システインチオール基との求核置換反応によって、8-ニトロ cGMPはタンパク質に結合するこ
とができる 3)	 （S-グアニル化反応）。Keap1（Kelch-like ECH-associated protein 1）やH-RASが S-グアニ
ル化されることによってシグナルが制御され、生理機能が発揮されることが報告されている。 
 
1.1.3.  8-ニトロ cGMP の代謝経路 
	 同位体でラベルした 8-ニトロ cGMPを化学プローブとして用いた実験では、培養細胞内で 8-アミノ cGMP
 
に変換されることが明らかになっている 4)。免疫細胞化学染色によっても、8-ニトロ cGMPが 8-アミノ cGMP
に変換されることが確認されている。炎症条件において、8-アミノ cGMPはさらにNO依存的に cGMPに変
換されることがわかっている。一方で 8-ニトロ cGMPは内因性の硫化水素（H2S）と反応し、8-チオ cGMP
が生成することが報告されている 5)。硫化水素産生酵素である CBS（cystathionine β-synthase）をノックダ
ウンすると 8-チオ cGMP の生成が減少することや、8-チオ cGMP を過酸化水素や窒素酸化物で処理すると
cGMP に変換されることを示している。8-ニトロ cGMP によるシグナル制御の全容を明らかにするために、
さらなる報告が求められている。	  
 





の結果から、リソソームによるタンパク質分解機構に 8-ニトロ cGMPが関与しているものと推察した。 
 
1.2.  オートファジーについて 





れてきた 8)。近年では、選択的オートファジーの概念が出現し注目を集めている 9)。 
 










ループに分かれて機能している 10)。  
  
1.2.4.  オートファジー誘導化合物の誘導形式 




















2.1.  8-ニトロ cGMP のオートファジー誘導能発見 
2.1.1.  8-ニトロ cGMP がオートファジーに与える影響 
	 オートファジーでは、基質が二重膜構造により取り込まれオートファゴソームが形成される。LC3
（mictrotubule-associated protein light chain 3）は酵母 Atg8の哺乳類ホモログであり、オートファゴソー
ム上に局在するオートファジーマーカータンパク質である 19), 20)。ホスファチジルエタノールアミンと結合し
た II型（LC3-II）としてオートファゴソーム膜上に局在する。LC3陽性 puncta数と LC3-IIレベルでオー
トファジーを評価した。 
	 RAW 264.7細胞を、8-ニトロ cGMP （100 µM）で処理したところ、LC3-陽性 punctaの数が増加し、ウ




2.1.2.  8-ニトロ cGMP が誘導するオートファジーの機構 
	 Atg5−⁄−と Atg5+⁄+のマウス胎仔線維芽（MEF）細胞を 8-ニトロ cGMPで処理し、オートファゴソーム数を
比較したところ、Atg5+⁄+MEFでは8-ニトロ cGMP処理によって有意な増加が見られたのに対し、Atg5−⁄−MEF
では 8-ニトロ cGMP処理はオートファゴソーム数に影響を与えなかった。よって、8-ニトロ cGMPのオート
ファジー誘導は Atg5に依存的な経路でおこることが明らかになった。 
	 ウエスタンブロット解析の結果、8-ニトロ cGMP 処理は mTOR の下流に存在するリボソームタンパク質
S6のセリン/スレオニンキナーゼ S6K（S6 kinase）のリン酸化レベルや、翻訳抑制タンパク質である 4E-BP1
（4E-binding protein 1）のリン酸化レベルに影響を与えなかったことから、8-ニトロ cGMPのオートファ
ジー誘導はmTORに依存しない経路でおこることが分かった。 
 
2.2.  LPS 刺激によるオートファジー 
	 グラム陰性菌が外膜に持つ PAMPs（pathogen-associated molecular patterns）の一つである LPSは、オ
ートファジーを誘導することが報告されている。一方で LPS処理により 8-ニトロ cGMPの生成も誘導され
 
る 3)。LPS誘導オートファジーはNOと ROSの両方に依存するという Yuanらの報告を受け 17)、NOと ROS
の両方に由来する 8-ニトロ cGMPがオートファジー誘導の一因となっているのではないかと考えた。 
 
2.2.1.  LPS によるオートファジー誘導と NO および 8-ニトロ cGMP の関係 









2.2.2.  p38 MAPK 阻害がオートファジーと 8-ニトロ cGMP 生成に与える影響 
	 LPSにより誘導されるオートファジーが p38 MAPK（p38 mitogen-activated protein kinase）を介したシ
グナル伝達経路によって誘導されると提唱されている 22)。LPS誘導オートファジーの p38阻害剤による抑制
が、筆者の行った実験でも確認できた。このとき、免疫細胞化学染色によって細胞内 8-ニトロ cGMPレベル
の減少が示され、オートファジーレベルと 8-ニトロ cGMPレベルに正の相関が認められた。 
	  
2.3.  細菌感染系における 8-ニトロ cGMP のオートファジー促進効果 
	 細菌を取り込み分解するオートファジーをゼノファジー（Xenophagy）という。筆者は、細菌感染細胞で
の 8-ニトロ cGMP生成とオートファジー誘導に相関があるかどうか検証を行った。細菌にはゼノファジー分
野でよく研究されている A群連鎖球菌 23), 24)を使用した。 
 
2.3.1.  A 群連鎖球菌感染細胞における 8-ニトロ cGMP 産生 
	 A群連鎖球菌を感染させた RAW 264.7 細胞で、8-ニトロ cGMPの生成量が増加することが免疫細胞化学




2.3.2.  ゼノファジーによる A 群連鎖球菌の排除 
	 Hela細胞に感染した A群連鎖球菌（GAS）が、エンドソームから細胞質に抜け出した後、LC3が局在す
るオートファゴソーム様の vacuole（GAS-containing autophagosome-like vacuole: GcAV）によって捕捉さ
れることが報告されている 25)。RAW 264.7細胞ににおいても、A群連鎖球菌の周囲にLC3が局在するvacuole
の形成を確認した。透過型電子顕微鏡観察では、菌周囲にゼノファジーに特徴的な二重または多重の膜構造
を確認することができた。よって RAW 264.7細胞に A群連鎖球菌を感染させた場合にも、ゼノファジーに
よって菌排除が起こることが示された。 
 
2.3.3.  8-ニトロ cGMP がゼノファジーに与える効果 
	 RAW 264.7細胞を 8-ニトロ cGMP（100 µM）存在下で A群連鎖球菌感染させたところ、細胞内に侵入し
た A群連鎖球菌の生存率はコントロールと比べて減少し、その効果はリソソーム酵素阻害剤である E64dと
ロイペプチン処理により打ち消された。感染細胞のGcAVs形成率は、8-ニトロ cGMP処理により上昇した。
さらに、内因性の 8-ニトロ cGMPレベルを抑制できる L-NMMA や硫化水素ナトリウムで処理したところ、
侵入細菌の生存率はコントロールよりも増加し、GcAVs形成率は減少した。 
	 グラム陰性細菌であるサルモネラを感染させた RAW 264.7細胞では、硫化水素ナトリウム処理によりオー
トファジーが抑制され、侵入細菌の生存率が上昇することがわかった。 











8-ニトロ cGMPで処理を行っても、RAW 264.7細胞に侵入した SLO変異株の生存率に影響はなく、8-ニト
ロ cGMPによる細菌排除促進はリソソーム・ファゴソーム経路を介したものではないことが示唆された。 
 





2.4.1.  細胞内細菌表面の S-グアニル化修飾 












	 ユビキチン抗体で染色を行ったところ、RAW 264.7細胞中で菌表面にユビキチン化が集積している A群連
鎖球菌を確認できた。感染後一時間においては約半数の細胞内侵入細菌が S-グアニル化集積を受けていたの





	 さらに、ユビキチン活性化酵素 E1 の阻害剤である PYR-41 を用いると、菌表面へのユビキチン集積は抑
制され、侵入細菌の生存率は上昇した。その際、菌表面への S-グアニル化集積には影響が出なかった。得ら
れた結果から、「菌表面への S-グアニル化集積がユビキチン集積を促進している」というモデルが推察される。 







2.4.3.  LC-MS による標的分子の同定 
	 感染細菌表面へのユビキチン集積はこれまでにさまざまな細菌で報告されており 31)、細菌を選択的にオー
トファジーで分解するためのタグとして機能することがわかっている。今回、免疫細胞化学染色によって菌






2.4.4.  導かれるオートファジー誘導モデル 






2.5.  非感染系における 8-ニトロ cGMP 誘導オートファジーとユビキチンの関係	  
2.5.1.  オートファジー促進における Lys63 型ポリユビキチン形成の必要性 









2.5.2. 	 8-ニトロ cGMP による Lys63Ub 化タンパク質のオートファジー分解促進 







2.6.  結論 
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